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摘要 利用 hiTAIL-PCR(High efficient thermal asymmetric interlaced PCR) 法 扩 增 获得 
了 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 外 源 基因 插入 位 点 的 左 觉 侧 序列 450 bp， 与 水 稻 参 考 基因 组 数据 
比 对 发 现 其 左边 界 插 入 在 水 稻 基 因 组 第 10 号 染色 体 短 辟 的 1037765 位 核 苷 酸 残 基 之 后 。 根 
据 水 稳 参 考 基 因 组 序列 和 外 源 基 因 右 边界 序列 ， 设 计 引 物 扩 增 得 到 485 bp 的 特异 片段 ， 通 
过 数据 库 比 对 发 现 其 右边 界 插 入 在 水 稻 基 因 组 第 10 号 染色 体 短 臂 的 1037825 位 核 昔 酸 残 基 
之 前 。 因 为 外 源 基 因 杭 入 和 非 正 常 重 组 ， 水 稻 基 因 组 上 缺失 了 59 个 核 苦 酸 。 基 于 左右 和 旁 侧 
序列 ,建立 了 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 事件 特异 性 定性 PCR 检测 方法 ,可 以 分 别 扩 增 到 片段 大 
外 为 449 bp 和 485 bp 的 特异 条 带 。 该 方法 特异 性 好 ， 灵 敏 度 高 ， 能 够 在 BPL9K-2 基因 组 
DNA 相对 含量 为 0. 1% 的 模板 中 检测 出 转基因 成 份 。 依 据 穷 侧 序 列 ,， 建立 了 快速 鉴定 转基因 后 
代 植 株 外 源 基因 型 的 三 引物 PCR 检测 方法 。 这 些 方 法 的 建立 ,为 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 应 用 
和 检测 提供 了 技术 支持 。 
关键 词 转基因 水 稻 淮 侧 序列 事件 特异 性 检测 基因 型 鉴定 
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Abstract The hiTAIL-PCR (high-efficiency thermal asymmetric interlaced PCR) was adopted 
to study the characteristic of insertion site in genetically modified rice BPL9K-2. As a result, a 450 
bp fragment of left flanking sequence was discovered. By comparison with rice genome database, 
we found that the insertion site of exogenous gene located on No. 1037765 of chromosome 10. A 
485 bp fragment of right flanking sequence was amplified using the primers that were designed 
according to the sequence of integration site on rice genome and right sequence of exogenous 
gene. The event-specific PCR detection method was developed based on the left and right 
flanking sequences, which produced 449 bp and 485 bp fragment respectively in genetically 
modified rice BPL9K-2, specifically. The event-specific PCR detection method, with high specificity 
and sensitivity, could detect the genetically modified ingredients in samples containing 0.1% 
genomic DNA of BPL9K-2. Based on the flanking sequence, a tri-primer PCR method was 
developed to identify its genotype of exogenous gene in segregation generation quickly and 
accurately. The above methods established in this research provide technical supports for the 
utilization and detection of genetically modified rice BPL9K-2. 
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旁 侧 序列 是 指 染色 体 中 特定 位 点 两 侧 的 脱氧 核糖 核酸 〈DNA) 序列 ， 在 转 基 
因 生 物 中 系 指 外 源 基因 表达 框 两 侧 的 DNA 序列 。 外 源 基 因 的 旁 侧 序 列 ， 不 仅 对 
外 源 基 因 的 正常 转录 、 翻译 和 调控 具有 重要 的 影响 , 而 且 是 转基因 作物 的 重要 雯 
份 信息 ,是 区 别 不 同 转 化 事件 的 唯一 性 标识 , 对 研究 转基因 作物 的 遗传 稳定 性 和 
转基因 作物 的 产权 保护 、 检 测 和 监管 均 具 有 重要 意义 ， 受 到 了 业界 的 广泛 重视 。 

由 于 遗传 转化 时 外 源 基因 的 插入 具有 随机 性 , 转基因 水 稻 中 外 源 基 因 在 基因 
组 中 插入 某 个 特定 位 置 的 几率 极 小 〈 约 为 1/466 兆 )、 不 确定 性 极 大 ; 外 源 基因 
与 基因 组 序列 拼接 成 的 新 序列 几乎 没有 可 能 重复 出 现 ,具有 唯一 性 , 是 进行 转 基 
因 水稻 身 份 认证 的 物质 基础 , 是 建立 转基因 水 稻 品 系 特 异性 检测 方法 的 重要 技术 
资料 。 基 于 旁 侧 序列 建立 的 事件 特异 性 检测 方法 是 区 分 不 同 转化 事件 高 效 准确 的 


检测 方法 ， 很 多 基于 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 检测 方法 已 经 申请 了 专利 保护 。 如 : 
王 恒 波 等 中 建立 了 抗 草 甘 腾 转 基因 大 豆 6TS40-3-2 的 品系 特异 性 PCR 检测 方法 。 
塞 志 芳 等 采用 修饰 接头 连接 PCR 获得 了 转基因 玉米 LY038 的 外 源 基因 与 玉米 基 
因 组 之 间 的 5 端 旁 侧 序 列 ， 据 此 建立 了 转基因 玉米 LY038 转化 事件 特异 性 定性 检 
测 方 法 。 就 水 稳 而 言 ， 汪 小 福 等 外 使 用 TAIL-PCR 方法 确定 转 Cry14b 基因 水 稻 的 
插入 位 点 信息 ， 并 据 此 建立 了 相应 的 定性 与 定量 PCR 检测 方法 。 苏 长 青 等 外 测定 
了 的 转 Cry14Ab/Cry1Ac 融合 基因 水 稻 品 系 “Bt 汕 优 63” 的 外 源 插入 DNA 全 序列 ， 
建立 了 实时 区 光 定 量 PCR 方法 。 蒋 利平 、 魏 岁 军 、 郭 超 等 采用 hiTAIL-PCR 方法 分 
别 获得 了 转基因 水 稻 B2A68、EB7001S 和 BarKasalath-01 的 旁 侧 序列 ， 并 根据 旁 
侧 序 列 信息 分 别 建立 了 事件 特异 性 PCR 检测 方法 571。 

获得 阳性 转化 植株 后 , 在 转基因 作物 后 代 中 快速 得 选 出 纯 合 株 系 不 仅 是 外 源 
基因 功能 验证 的 必要 步骤 , 也 是 转基因 作物 育种 的 重要 环节 。 传统 筛选 方法 是 通 
过 转基因 作物 的 多 代 自 交 , 分 析 自 交 后 代 的 性 状 分 离 情 况 或 用 常规 PCR 鉴定 外 源 
基因 的 分 离 情 况 来 判断 外 源 基 因 是 否 纯 合 。 这 种 方法 从 Ti 代 【〔( 转 基因 当代 ) 开 
始 , 至 少 需要 对 转基因 材料 连续 跟踪 检测 两 个 世代 , 每 代 需 要 单 株 收 种 , 耗 时 长 ， 
检测 样本 数量 多 ， 且 操作 过 程 繁琐 ， 不 利于 快速 获得 纯 合 体 。 实 时 严 光 定量 PCR 
法 用 于 鉴定 纯 合 株 系 特异 性 好 、 灵 人 敏 度 高 ， 但 操作 复杂 ， 实 验 仪器 和 耗材 成 本 较 
高 ， 而 且 遇 到 多 拷贝 的 情况 还 会 影响 检测 准确 性 。 杜 春芳 等 四 根据 外 源 基因 的 旁 
侧 序列 信息 设计 3 条 引物 进行 多 重 PCR, 在 一 次 PCR 过 程 中 可 以 扩 增 出 多 条 目的 
片段 ， 根 据 片 段 的 大 小 和 数量 判断 其 基因 型 ， 方 便 快捷 ， 在 TT 代 一 个 分 离世 代 
中 就 可 以 快速 准确 地 找到 纯 合体 , 提高 了 鉴定 转基因 材料 基因 型 的 效率 。 这 一方 
法 由 于 准确 便捷 ， 已 被 应 用 于 多 个 转基因 水 稳 品种 的 纯 杂 合 检 测 57.9,191。 

本 研究 利用 hiTAIL-PCR 技术 确定 了 转基因 水 稳 BPL9K-2 的 外 源 基因 左右 旁 侧 
序列 ,并 据 此 建立 了 该 转化 事件 的 特异 性 PCR 检测 方法 和 外 源 基因 基因 型 三 引物 
检测 法 ， 为 今后 该 水 稻 品 系 的 应 用 提供 了 技术 支持 。 


一 盖 


1 材料 和 方法 : 
1.1 水 稻 材料 
单 拷贝 转基因 水 稻 BPL9K-2 (Oryza sotivaL.) 是 本 课题 组 培育 的 转基因 水 稻 


新 品系 ， 含 有 CaMV35S 启动 子 驱 动 的 抗 草 镑 腾 基 因 Bar 和 水 稻谷 香 白 启动 子 
Gt13aP 驱动 的 植 酸 酶 -抗菌 肽 融合 基因 PhyLf，PhyLf 基因 是 由 大 肠 杆 菌 植 酸 酶 基 
AppA2 和 牛乳 铁 和 蛋白 肽 基因 LfcinB8 融合 后 按 水 稻 密 码 子 偏爱 性 优化 得 到 0 。 
非 转基因 水 稻 材 料 9K19-1、9K19-5、11C2277、11C2292、 科 108A 为 本 课题 组 培 
育 的 炸 型 水 稻 新 品系 ，7001S、 广 占 63S 和 R106 为 本 课题 组 引进 繁殖 品种 。 转 基 
因 水 稻 材 料 BPL9K-1、BPL9K-4、EB7001S-5、B1C893、EB185BS、B2A68、BarKasalath 
和 Bar9K29-9-2 为 本 课题 组 培育 的 转基因 水 稻 新 品系 。 
1.2 实验 试剂 

TransToqg DNA Ploymerase Hifi Fidelity (HiFi) 试 剂 盒 购 自 北 京 全 式 金 生物 技术 
有 限 公 司 ，dNTPs 购 自 宝 日 医生 物 技术 (北京 ) 有 限 公 司 ，2xTaq MasterMix (Dye) 
购 自 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公司 。 
1.3 水 稻 基 因 组 DNA 提取 

采用 CTAB 法 提取 水 稳 新 鲜 叶 片 的 基因 组 DNAI。 取 2 Ll 用 Thermo Scientific 
Nano Drop 2000 微量 紫外 分 光 光 度 计 检测 DNA 的 浓度 和 纯度 ， 另 取 2 RL 用 1.0% 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 所 提 DNA 的 完整 性 。 其 他 常规 试剂 购 自 国药 集团 化 学 试剂 
有 限 公司 。 
1.4 鉴定 左 旁 侧 序列 

参照 Liu 等 0 的 hiTAIL-PCR (High efficient thermal asymmetric interlaced 
PCR) 法 扩 增 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 左 旁 侧 序列 。 其 中 4 条 长 简 并 引物 LAD1、 
LAD2、LAD3 和 LAD4 的 序列 为 文献 提供 ， 特 异 梨 式 引 物 LB-0a、LB-la、LB-2a 
的 序列 根据 载体 pCB-Gt13aP-PhyLf 的 T-DNA 左边 界 序列 设计 ， 引 物 序 列 见 表 1。 
以 受 体 水 稳 材 料 9K19-5 为 对 照 ， 将 水 稳 DNA 浓 度 调整 至 20-30 ng/nL， 以 长 简 并 
引物 LAD1~LAD4 分 别 和 特异 引物 LB-0a 进 行 第 1 轮 扩 增 ， 反 应 体系 20 LL。 将 第 1 
轮 扩 增 产物 稀释 40 倍 为 模板 , 用 引物 AC1 和 LB-1a 组 合 进行 第 2 轮 扩 增 ,反应 体系 
25 nL。 将 第 2 轮 扩 增 产物 稀释 10 倍 作为 模板 ， 用 引物 ACl1 和 LB-2a 组 合 进行 第 3 
轮 扩 增 ， 反 应 体系 25 uL。 将 第 2 轮 和 第 3 轮 的 扩 增 产物 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
分 离 检 测 ， 选 择 大 小 相差 45 bp 的 特异 性 条 带 回收 测序 。 测 序 结果 与 水 稻 参 考 基 
因 组 比较 , 确定 外 源 基 因 表 达 框 的 左 旁 侧 序 列 。 引 物 合 成 由 深圳 华 大 基因 科技 有 
限 公 司 完成 ， 测 序 由 湖南 擎 科 生 物 技术 有 限 公司 完成 ， 下 同 。 


表 1 hiTAIL-PCR 和 事件 特异 性 PCR 检 测 的 引物 序列 


Table 1 The primer sequence for hiTAIL-PCR and event-specific PCR 


引物 名 称 引物 序列 (5-3) 

Primer Sequence 

LADI1 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVNVNNNGGAA 
LAD2 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBNBNNNGGTT 
LAD3 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVVNVNNNCCAA 
LAD4 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBDNBNNNCGGT 
ACl ACGATGGACTCCAGAG 

LB-0a CAAGCACGGGAACTGGCATG 

LB-1la CCTGCCCGTCACCGAGATTT 

LB-2a GTGAGTAGTTCCCAGATAAG 

LB-F GAAGGATTTGACGAGCGAGC 

LB-R CTGGCATGACGTGGGTTTCT 

RB-F CCAGCTCGAATTTCCCCGAT 

RB-R AGCACAAATGTGGACGCTCA 


1.5 鉴定 右 旁 侧 序 列 

将 上 述 获得 的 左 旁 侧 序 列 与 NCBI 网 站 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi〉 的 水 稳 林 因 组 序列 数据 库 比 对 ， 推 测 外 
源 基因 在 水 稻 基 因 组 的 插入 位 点 。 根 据 T-DNA 右 边界 序列 设计 正 向 引物 RB-F(5- 
CCAGCTCGAATTTCCCCGAT -3') ， 根 据 插入 位 点 下 游 的 水 稻 基 因 组 序列 设计 
反 向 引物 RB-R (5'- AGCACAAATGTGGACGCTCA -3') 。 以 受 体 材料 9K19-5 为 
对 照 , 用 该 引物 进行 PCR 扩 增 ， 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 PCR 产 物 ， 选 择 特 
异性 条 带 回收 测序 ， 获 得 转基因 水 稳 BPL9K-2 的 右 旁 侧 序 列 。25 phL PCR 反 应 体 
系 包括 2 mM dNTPs 2 nL，10xBuffer 2.5 nL, 5 U/L HiFi Taq 0.25 hL，10 uM 下 
向 和 反 向 引物 各 1 gL，100 nghL 的 DNA 模 板 1hL， 用 水 补 齐 至 25 pL。PCR 反 应 
程序 为 : 95'C 5min; 35 个 循环 (9SC 30s，56.4°C 30s, 72'C 30s) ; 72°C 10min。 
1.6 建立 事件 特异 性 PCR 检 测 方法 

根据 左 旁 侧 序列 中 的 水 稻 基 因 组 序列 和 左 旁 侧 序列 中 的 TDNA 序 列 分 别 设 
计 正 向 引物 LB-F 和 反 向 引物 LB-R， 建 立 基于 左 旁 侧 序列 的 事件 特异 性 PCR 检 测 
方法 。 根 据 右 旁 侧 序列 中 的 T-DNA 序列 和 右 旁 侧 序 列 中 的 水 稳 基 因 组 序列 分 别 
设计 正 向 引物 RB-F 和 反 向 引物 RB-R， 建 立 基于 右 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 PCR 检 
测 方法 。 两 对 引物 序列 见 表 1。 以 不 同 的 转基因 水 稳 和 非 转基因 水 稳 的 DNA 为 模 


板 进行 PCR 扩 增 ， 检 测 事件 特异 性 PCR 方 法 的 可 靠 性 。25 pL PCR 反 应 体系 包括 
2xTaq MasterMix 10 pL，10 RM 正 向 和 反 向 引物 各 1 hL，100 ng 上 EL 的 DNA 模 板 
luL， 用 水 补 齐 至 25 hL。PCR 反 应 程序 为 9SC 5 min; 35 个 循环 (95'C 45s 左 /30s 
右 ，57.4C 30s，72°C 30s); 72'C 10 min。 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 PCR. 
产物 。 
1.7 事件 特异 性 PCR 检 测 方法 的 灵敏 度 分 析 

将 转基因 水 稳 BPL9K-2 和 非 转 基因 水 稳 9K19-5 的 基因 组 BNA 浓度 调整 到 
100 ng/kL, 按照 不 同 的 体积 比例 混合 , 使 转基因 水 稻 DNA 相 对 含量 分 别 为 100%、 
20%、5%、2%、1%、0.5% 和 0.1%。 取 混合 后 的 DNA 样 品 1 nL 作 为 模板 ， 分 别 用 
引物 对 RBG-F/RBG-R 和 LB-F/LB-R 进 行 PCR 扩 增 ， 扩 增 体系 和 扩 增 程序 同 1.6， 
每 个 样品 重复 三 次 。 取 5 pL PCR 产 物 用 1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 ， 电 泳 图 谱 使 用 
Bio-Rad Image Lab 3.0 进 行 定量 分 析 ， 以 DL 2000 分 子 量 标记 中 的 750 bp 条 带 作为 
参考 (上 样 量 为 5 HL 时 750 bp 条 带 的 DNA 含 量 为 130 ng) ， 比 较 不 同 泳 道 内 目标 
条 带 相对 亮度 ， 计 算 扩 增 条 带 的 DNA 相 对 含量 。 
1.8 三 引物 法 鉴定 外 源 基因 的 纯 杂 合 性 

根据 插入 位 点 下 游 水 稳 基 因 组 序列 设计 反 向 引物 GB-R 
(5-GGATTTGACGAGCGAGCGAT-3')， 与 基于 右 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 检测 
引物 对 RB-F/RB-R 组 合 , 用 于 对 转基因 材料 不 同 株 系 及 其 后 代 的 基因 组 BNA 进行 
PCR 扩 增 。20 nL PCR 扩 增 体系 包括 10xTaq MasterMix 10 pL, 10 nM 引物 各 1 pL， 
100 ng/uL 的 DNA 模 板 1gL， 其 他 体积 用 水 补 齐 。PCR 扩 增 程序 为 95%C 5 min; 35 
个 循环 (95'C 45s，56.4'C 30s; 72'C 30s) ; 72'C 10 min。 将 PCR 产 物 用 1.0% 的 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 根 据 条 带 数 量 和 大 小 判断 外 源 基因 的 纯 杂 合 性 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 hiTAIL-PCR 扩 增 结果 及 左 旁 侧 序 列 特征 

将 hiTAIL-PCR 的 第 2 轮 和 第 3 轮 扩 增 产物 用 1.0 琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 分 离 , 第 3 
轮 产物 应 比 第 2 轮 小 45 bp、 且 对 照 组 DNA 不 能 扩 增 出 来 的 条 带 为 特异 条 带 。4 条 
随机 引物 与 特异 梨 式 引 物 结合 的 第 2 轮 和 第 3 轮 扩 增 结果 如 图 1 所 示 。 

选择 随机 引物 LAD3 的 第 3 轮 扩 增产 物 进行 测序 ， 序 列 长 度 为 450 bp。 将 该 序 


列 与 水 稳 基 因 组 序列 数据 库 比 对 , 发 现 其 第 1 至 234 位 核 苷 酸 序 列 与 水 稻 日 本 晴 第 
10 号 染色 体 上 第 1037532 至 1037765 位 核 昔 酸 序 列 (NCBI 登 录 号 为 AP014966.1) 
一 致 ， 第 235 至 450 位 核 昔 酸 序列 与 左边 界 一 侧 的 外 源 基因 序列 一 致 ， 外 源 基因 在 
T-DNA 左 边界 内 第 49 个 核 昔 酸 残 基 处 断裂 ，T-DNA 左 边界 缺失 了 49 bp 的 序列 
( 5-TGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTA 


AT-3') 〈 图 2) 。 


图 1 转基因 水 稻 BPL9K-2 左 旁 侧 序列 RiTAIL-PCR 扩 增 结果 
Figure 1 The hiTAIL-PCR results of left flanking sequence of BPL9K-2 
M: DL2000 分 子 量 标记 ; 1: 9%K19-5 的 第 2 轮 产 物 (ACLLB-la) ; 2: 9K19-5 的 第 3 轮 产 物 (AC1/LB-2a) ; 3: BPL9K-2 的 第 2 


轮 产 物 (ACI1/LB-1a) ; 4: BPL9K-2 的 第 3 轮 产 物 (AC1/LB-2a) ; LAD1~LAD4: 随机 引物 。 
M: DL 2000 DNA marker; 1: the secondary TAIL-PCR products of 9K19-5 (AC1/LB-1a); 2: the tertiary TAIL-PCR products of 9K19-5 
(ACI/LB-2a); 3: the secondary TAIL-PCR products of BPL9K-2 (ACI/LB-1a); 4: the tertiary TAIL-PCR products of BPL9K-2 


(ACl/LB-2a); LAD1-LAD4: arbitrary primers. 


1 GGAATACGGGGTGAGAGTCGGCGCAGTGCGAGGCGTGGGAGGTGGAGGCCGCCGCCACGC+ 
61 GGGAGCACATGGAGAATTAATGGGAGCAGGAGACGGAGTCGTCGCCGGCATCGAGCGCGG+ 
121 CGGGCGGGGGCAGCCGAGGGTGGCGCCGCCGCCGCCGGGGAATTCGGGGAGGAGAGGAAG+ 
181 GATTTGACGAGCGAGCGATATCCACCGTTIGATTACCATCCAACGGTCACTTGATAACACA+ 


241 TTGCGGACGTTTTTAATGTACTGAATTAACGCCGAATTAATTCGGGGGATCTGGATTTTAY+ 


301 GTACTGGATITITTGGTTTTAGGAATTAGAAATTTTATTGATAGAAGTATTTTACAAATACA+¢ 


361 AATACATACTAAGGGTTTCCTATATGCTCAACACATGAGCGAAACCCTATAGGAACCCTAY+ 


421 ATTCCCTTATCTGGAAACTTACTTCACATT+ 


Au 


Vector 4 ACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAA+ 
BPL9K-2 + CATCCAACGGTCACTTGAMAACACATTGCGGACGTTTTTAZ 
AP014966.1 » | CAICCAACGGTCACTTGAT 


B+ 
2 BPL9K-2 左 旁 侧 序 列 及 拼接 位 置 特征 


四 


Figure 2 The left flanking sequence of BPL9K-2 and characteristics of junction region 
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A. BPL9K-2 左 旁 侧 序列 。 下划线 部 分 : T-DNA 左 侧 序 列 (235~450 bp), 其 他 为 水 稳 基 因 组 序列 。B. 左边 界 拼接 位 置 特征 。Vector: 
包括 T-DNA 左边 界 在 内 的 T-DNA 序列 ，BPL9K-2: 扩 增 到 的 左 旁 侧 序 列 ，AP014966.1: 日 本 晴 第 10 号 染色 体 上 T-DNA 插入 位 置 
附近 序列 ， 箭 头 指 示 T-DNA 与 水 稻 基因 组 的 拼接 位 置 。 

A. The left flanking sequence of BPL9K-2. The underlined part is the left sequence of T-DNA (235~450 bp), and the rest is rice genome 


Sequence. B. Characteristics of junction region at the left border. Vector: the left sequence of T-DNA including its left border; BPL9K-2: 
the obtained left flanking sequence of BPL9K-2; AP014966.1: the rice genomic sequence on chromosome 10 where the T-DNA was 


inserted into; the arrowheads indicate the splicing site of T-DNA and rice genome. 


2.2 右 旁 侧 序 列 检 测 及 其 特征 

以 转基因 水 稳 BPL9K-2 的 DNA 为 模板 ， 使 用 引物 对 RB-F/RB-R 进 行 PCR 扩 
增 ， 得 到 长 度 为 485 bp 的 特异 片段 。 片 段 测序 结果 表明 ， 第 1 至 309 位 核 苷 酸 序列 
与 载体 右边 界 序列 完全 一 致 , 第 310 至 485 位 核 苷 酸 序列 与 水 稻 日 本 晴 第 10 号 染色 
体 上 第 1037825 至 1037986 位 核 音 酸 序列 (NCBI 登 录 号 为 AP014966.1) 一 致 。 外 
源 基 因 在 T-DNA 左 边界 内 侧 第 32 个 核 背 酸 残 基 处 断裂 ，T-DNA 右 边界 缺失 了 32 
bp 的 序列 〈5-TGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTA-3') (图 3) 。 

根据 左右 旁 侧 序列 信息 ， 并 与 水 稻 基 因 组 数据 库 比 对 ,发 现 外 源 基因 插入 在 
水 稻 第 10 号 染色 体 短 臂 的 基因 非 编 码 区 (CNCBI 登 录 号 为 AP014966.1) ， 左 边界 
插入 在 1037765 位 核 音 酸 残 基 之 后 ,右边 界 插入 在 1037825 位 核 音 酸 残 基 之 前 。 由 
于 外 源 基 因 插 入 导致 TDNA 左 边界 缺失 49 个 核 昔 酸 残 基 ， 右 边界 缺失 32 个 核 昔 
酸 残 基 , 水 稻 第 10 号 染色 体 上 缺失 59 个 核 苷 酸 残 基 (1037766 至 1037824 位 , NCBI 
登录 号 为 AP014966.1) 。 在 插入 位 点 上 游 170 bp 和 下 游 977 bp 分 别 存在 一 个 基因 
编码 区 和 ncRNA 编 码 区 〈 图 4) 。 


1 IIICAAAGCTCGCGAAATCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTIITAAGATT4 
61 GAATCCTGTTGCCGGTCITGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTITTITAAGCA+ 
121 TGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGT+ 
181 CCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAY+ 
241 ATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAATTAAACTATCAGTGTTTGAT+* 
301 ATGACGCTATTGTAGATAGTAGAGCAGAGTAGAATACTATAATTACTTAAAATGGGATAC+ 
361 TAACATATGGTTTTTTATTATTTATTAATTATAGAGAATGTGTATGTCTTCATTTTATTAY+* 
421 TAAAGATTAGCCATGATGATGCTCTCC TAGCTATGATAATAATAGGACATGTCGAGCAGT+ 


481 AGGAG+ 


A+ 
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Vector » AAACTATCAGTGTTTGACAGGATATATIITGGCGGGTAAACCTAAG... 
BPL9K-2 . AAACTATCAGTGTTTGATATGACGCTATTGTAGATAGTAGAGCAGA]| 
AP014966.1 . TTGTAGATAGTAGAGCAGA 


B+ 


图 3 BPL9K-2 右 旁 侧 序 列 及 拼接 位 置 特征 
Figure 3 The right flanking sequence of BPL9K-2 and characteristics of junction region 
A. BPL9K-2 右 旁 侧 序 列 。 下划线 部 分 : T-DNA 右 侧 序列 (310~485 bp)， 其 他 为 水 稻 基 因 组 序列 。B. 右 边界 拼接 位 置 特征 。Vector: 
包括 TDNA 右 边界 在 内 的 TDNA 序 列 ，BPL9K-2: 扩 增 到 的 右 旁 侧 序 列 ，AP014966.1: 日 本 晴 第 10 号 染色 体 上 T-DNA 插入 位 置 
附近 序列 ， 箭 头 指示 T-DNA 与 水 稳 基 因 组 的 拼接 位 置 。 


A. The right flanking sequence of BPL9K-2. The underlined part is the right sequence of T-DNA (310~485 bp), and the rest is rice 


SS 


genome sequence. B. Characteristics of junction region at the right border. Vector: the right sequence of T-DNA including its right border; 
BPL9K-2: the obtained right flanking sequence of BPL9K-2; AP014966.1: the rice genomic sequence on chromosome 10 where the 


T-DNA was inserted into; the arrowheads indicate the splicing site of T-DNA and rice genome. 
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图 4 转基因 水 稳 BPL9K-2 的 T-DNA 插入 位 置 
Figure 4 The insertion site of T-DNA in genome of genetically modified rice BPL9K-2 


2.3 事件 特异 性 PCR 检 测 方法 的 建立 

分 别 使 用 基于 左 、 右 劳 侧 序列 信息 设计 的 引物 对 LBI-FILB1-R 和 
RBG-F/RBG-R 检 测 转基因 水 稻 BPL9K-2， 以 其 他 非 转基因 水 稻 和 转基因 水 稻 为 
对 照 。 结 果 显 示 : 只 有 转基因 水 稻 BPL9K-2 可 以 扩 增 出 片段 大 小 分 别 为 449 bp 和 
485 bp 的 特异 条 带 ， 其 他 非 转 基因 材料 9K19-1、9K19-5、11C2277、11C2292、 
7001S、 广 占 63S、 科 108A、R106 和 转基因 材料 BPL9K-1、BPL9K-4、EB7001S-5、 


B1C893、EB185BS、B2A68、BarKasalath-01、Bar9K29-9-2 均 不 能 扩 增 出 相应 片 
段 (图 5) 。 说 明 该 检测 方法 具有 很 好 的 特异 性 


M 0 1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 i 2 3 4 15 16 17 ， 


750 bp* 
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图 5 左右 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 PCR 检 测 

Figure $ Event-specific qualitative PCR detection based on the left and the right flanking sequence 
A. 左 劳 侧 序 列 的 事件 特异 性 PCR 检 测 。B. 右 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 PCR 检 测 。M: DL 2000 分 子 量 标记 ; 0: 空白 对 照 ，3: 转 
基因 水 稻 BPL9K-2; 1，2，6~11: 非 转基因 水 稳 9K19-1、9K19-5、11C2277、11C2292、7001S、 广 占 63S、 科 108A 和 R106; 4， 


5，12~17: 转基因 水 稳 BPL9K-1、BPL9K-4、EB7001S-5、B1C893、EB185BS、B2A68、BarKasalath-01 和 Bar9K29-9-2。 

A. Event-specific qualitative PCR detection based on the left flanking sequence of BPL9K-2. B. Event-specific qualitative PCR detection 
based on the right flanking sequence of BPL9K-2. M: DL 2000 DNA marker; B: blank control; 3: genetically modified rice BPL9K-2; 1, 
2, 6~11: conventional rice 9K19-1, 9K19-5, 11C2277, 11C2292, 7001S, Guangzhan63S, Ke108A, and R106; 4, 5, 12~17: genetically 


modified rice BPL9K-1, BPL9K-4, EB7001S-5, B1C893, EB185BS, B2A68, BarKasalath-01, and BaroK29-9-2) 


2.4 事件 特异 性 PCR 检 测 灵敏 度 分 析 
分 别 使 用 基于 左 、 右 旁 侧 序 列 信息 设计 的 引物 LB1-F/LB1-R 和 RBG-F/RBG-R 
对 各 混合 样品 进行 PCR 检 测 ， 电 泳 分 析 结 果 见 图 6。 以 电泳 图 谱 中 DL 2000 分 子 量 


标记 的 750 bp 条 和 带 为 对 照 ， 测 定 目 标 条 带 的 亮度 并 计算 相应 的 DNA 含 量 。 结果 表 

当 模 板 中 BPL9K-2 全 基因 组 DNA 相对 含量 为 0.1%〔 约 0.1 ng) 时， 相应 泳 道 
条 带 中 DNA 含 量 与 相似 大 小 的 分 子 量 标记 条 带 (500 bp) 中 DNA 含 量 相差 不 大 (图 
7) 。 说 明 所 建立 的 事件 特异 性 PCR 检 测 灵 敏 度 高 ， 在 转基因 成 分 相对 含量 0.1% 
时 即 可 检测 到 。 


ML CK 100% 20% 3% 2% 1% 0.3% 0.1%+¢ 


500 bp' ep Wp i WE 
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图 6 左右 旁 侧 序列 的 事件 特异 性 检测 方法 检测 限度 测定 

Figure 6 Detection limit of event-specific detection method based on the left and the right flanking sequences 
A. 左 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 检测 方法 检测 限度 测定 。B. 右 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 检测 方法 检测 限度 测定 。M: DL 2000 分 子 量 
标记 ; 0: 空白 对 照 ，CK: 非 转基因 对 照 9K19-5; 100%、20%、5%、2%、1%、0.5% 和 0.1%: 模板 中 转基因 水 稳 BPL9K-2 基 因 


组 DNA 相 对 含量 (V/V) 。 
A. Detection limit of event-specific detection method based on the left flanking sequences. B. Detection limit of event-specific detection 
method based on the right flanking sequence. M: DL 2000 DNA marker; 0: blank control; CK: non-transgenic rice 9K19-5; 100%, 20%, 


5%, 2%,1%, 0.5%, and 0.1%: the relative content of genetically modified BPL9K-2 genomic DNA in the template (V/V). 
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图 7 左右 旁 侧 序列 的 事件 特异 性 检测 PCR 扩 增产 物 相对 合 量 


Figure 7 The relative content of PCR amplification products of event-specific detection based on the left and the 
right flanking sequences 

A. 左 旁 侧 序 列 的 事件 特异 性 检测 PCR 扩 增产 物 含量 。B. 右 旁 侧 序列 的 事件 特异 性 检测 PCR 扩 增产 物 含量 。Marker: DL 2000 分 

子 量 标 记 750 bp 条 带 对 应 DNA 含 量 ; 0: 空白 对 照 ，CK: 非 转基因 对 照 9K19-5; 100%、20%、5%、2%、1%、0.5% 和 0.1%: 模 


板 中 转基因 水 稳 BPL9K-2 基 因 组 DNA 相 对 含量 (V/V) 。 


A. The relative content of PCR amplification products of event-specific detection based on the left flanking sequences. B. The relative 


content of PCR amplification products of event-specific detection based on the right flanking Sequences. Marker: the relative content of 
DNA in 750 bp brand of DL 2000 marker; 0: blank control; CK: non-transgenic rice 9K19-5; 100%, 20%, 5%, 2%, 1%,0.5% , and 0.1 %: 


the relative content of genomic DNA of genetically modified rice BPL9K-2 in the template (V/V). 


2.5 三 引物 法 快速 鉴定 外 源 基 因 基 因 型 

利用 三 引物 组 合 RBG-F/RBG-R/GEB-R 对 转基因 材料 BPL9K-2 不 同 株 系 单 株 
进行 三 引物 PCR 检 测 。 在 有 限时 间 内 ， 外 源 基 因 纯 合体 中 由 于 插入 外 源 基因 片段 
太 长 ， 引 物 对 RB-F/GB-R 引 物 无 法 完成 扩 增 ， 只 有 RB-F/RB-R 能 扩 增 出 325 bp 的 
产物 。 非 转基因 水 稳 9K19-5 由 于 没有 外 源 基因 ,RB-F/GB-R 可 以 扩 增 出 水 稻 基 因 
组 序列 ， 得 到 485 bp 的 条 带 。 杂 合体 一 条 染色 体 上 存在 外 源 基因 ， 另 一 条 染色 体 
没有 外 源 基因 ， 扩 增 后 能 同时 得 到 325 bp 和 485 bp 的 两 条 带 ( 图 8) 。 本 研究 通过 
对 转基因 水 稻 BPL9K-2 不 同 株 系 及 其 后 代 进 行 PCR 检 测验 证 了 此 方法 的 准确 性 。 
该 研究 方法 缩短 了 获得 转基因 纯 合 体 的 时 间 , 对 加 快 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 育种 
应 用 具有 实用 价值 。 
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图 8 转基因 水 稻 BPL9K-2 基 因 型 鉴定 


Figure 8 Genotyping of genetically modified rice BPL9K-2 
M: DL 2000 分 子 量 标记 ; 0: 空白 对 照 ，CK: 非 转基因 水 稻 9K19-5;，1: 转基因 水 稻 BPL9K-2 纯 合体 ，2: 转基因 水 稻 BPL9K-2 
杂 人 合体。 


M: DL 2000 marker; 0: blank control; CK: non-transgenic rice 9K19-5; 1: homozygote of genetically modified rice BPL9K-2; 2: 


heterozygote of genetically modified rice BPL9K-2. 


3 结论 

采用 hiTAIL-PCR 等 方法 获得 了 转基因 水 稳 BPL9K-2 的 左 旁 侧 序列 和 右 旁 侧 
序列 。 外 源 基 因 插 入 在 水 稳 基 因 组 第 10 号 染色 体 短 辟 1037765 位 核 苷 酸 残 基 之 后 、 
1037825 位 核 昔 酸 残 基 之 前 。 外 源 基因 搬入 导致 TDNA 左 边界 缺失 49 bp、 右 边界 
缺失 32 bp， 水 稳 第 10 号 染色 体 上 缺失 59 bp。 基 于 左右 旁 侧 序 列 信息 ， 建 立 了 转 


基因 水 稻 BPL9K-2 的 事件 特异 性 定性 PCR 检 测 方法 和 检测 外 源 基因 纯 杂 合 性 的 
三 引物 PCR 检 测 方法 。 
4 讨论 

不 同 转化 事件 外 源 基因 插入 到 受 体 基 因 组 位 点 不 同 , 那么 与 插入 位 点 相 邻 的 
基因 组 序列 也 不 同 , 因而 可 以 利用 该 特异 性 位 点 来 区 分 不 同 的 转化 事件 09。 事 件 
特异 性 PCR 检 测 法 便 是 通过 扩 增 受 体 基因 组 和 插入 片段 的 特异 连接 区 域 , 鉴定 含 
有 相同 外 源 片 段 的 不 同 转化 事件 的 转基因 生物 053。 该 方法 因 其 简单 、 快 捷 、 特 异 
性 强 、 灵 敏 度 高 的 优点 ， 广 泛 应 用 于 油菜 、 大 豆 、 小 麦 、 玉 米 、 棉 花 、 水 稻 等 多 
种 转基因 作物 及 其 产品 的 检测 。 本 研究 鉴定 了 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 外 源 基因 旁 
侧 序列 ， 并 建立 了 其 事件 特异 性 PCR 检 测 方法 ， 该 方法 特异 性 好 、 灵 敏 度 高 ， 为 
转基因 水 稻 BPL9K-2 的 应 用 和 监管 提供 了 技术 基础 。 

农 杆菌 介 导 的 TDNA 插 入 属于 非 正 常 重组 。 通 常会 导致 宿主 基因 组 整合 位 
点 序列 的 缺失 或 重复 以 及 T-DNA 序 列 缺 失 n6 1。Tzfira 等 08 认 为 双 链 断裂 修复 机 
制 是 TDNA 插 入 和 整合 进 宿 主 基 因 组 的 主要 路 径 ， 农 杆菌 中 的 稀有 位 点 限制 性 
内 切 酶 在 宿主 中 表达 ， 使 宿主 基因 组 DNA 产 生 双 链 断 裂 ， 并 且 在 宿主 体内 消化 
T-DNA， 从 而 导致 T-DNA 左右 边界 和 插入 位 点 附近 水 稳 基 因 组 的 部 分 碱 基 缺 失 。 
转基因 水 稻 BPL9K-2 中 ,外 源 基 因 整 合 进 水 稻 基 因 组 时 , T-DNA 的 左右 边界 部 分 
碱 基 降 解 ， 外 源 基因 左边 界 断 裂 处 和 水 稻 基 因 组 断裂 处 分 别 具 有 4 个 碱 基 (ACTT) 
和 3 个 碱 基 (ATT) 的 微 同 源 性 (图 2)， 外 源 基因 右边 界 断 裂 处 和 水 稻 基 因 组 断裂 处 
有 3 个 碱 基 (ATT) 的 微 同 源 性 (图 3)。 整 合 时 载体 左边 界 缺 失 49 bp， 右 边界 缺失 32 
bp， 水 稻 基 因 组 染色 体 上 缺失 5$9 bp， 转 基因 材料 BPL9K-2 中 的 外 源 基因 依靠 微 
同 源 序列 转移 进入 宿主 细胞 内 。 

外 源 片 段 的 插入 可 能 会 对 受 内 源 基 因 的 表达 和 调控 产生 不 利 影响 , 导致 功能 
上 的 缺失 ， 引 起 育 性 降低 或 缺失 、 株 高 变 矮 、 分 药 数 减少 、 生 育 期 延长 等 非 期 望 
效应 。 如 在 转 B1 基 因 抗 虫 水 稳 T51-1 中 ， 外 源 B 基 因 插 入 在 水 稳 内 源 类 抗 病 基因 
Os10g0183000 的 启动 子 中 ， 导 致 该 转基因 水 稳 相 对 于 其 非 转 基因 受 体 明 恢 63 结 
实 率 明显 降低 ， 且 叶 尖 枯萎 ， 叶 色 发 黄 09。 抗 虫 抗 除草 剂 转基因 水 稻 B1C893 双 
拷贝 转化 体 完 全 不 育 ， 单 拷贝 转化 体 的 外 源 基 因 插 入 在 水 稻 第 8 号 染色 体 短 臂 的 
近 端 粒 区 的 非 编码 区 ， 其 插入 位 点 上 游 140 bp 是 一 个 ncRNA 的 编码 区 域 ， 可 能 是 


因为 近 端 粒 区 染色 体 结构 的 特殊 性 , 使 得 外 源 基因 的 插入 产生 了 非 期 望 效应 ， 如 
株 高 降低 、 有 效 穗 增加 、 穗 长 变 短 、 每 穗 总 粒 数 减 少 、 结 实 率 下 降 、 花 粉 育 性 降 
低 、 千粒重 下 降 、 播 始 历 期 延长 、 生 育 期 延长 等 包 。 转 基因 水 稻 EB7001S 外 源 基 
因 整 合 到 水 稳 基 因 组 的 非 编 码 区 ， 且 未 有 载体 其 他 骨架 序列 的 插入 。 上 游 和 下 游 
的 基因 编码 区 均 距 离 插入 位 点 较 远 《分 别 为 4050 bp 和 5576 bp，〉， 外 源 基因 的 插 
入 并 未 对 其 农艺 性 状 带 来 显著 改变 21。 类 似 的 , 转基因 水 稳 B2A68 外 源 基因 是 单 
拷贝 , 插入 在 水 稻 第 3 号 染色 体 的 第 36170 位 核 音 酸 残 基 处 , 位 于 水 稻 的 非 编 码 区 ， 
相对 于 受 体 材料 ， 其 外 观 表 现 和 农艺 性 状 均 为 发 生 改变 外 。 因 此 ， 虽 然 外 源 基因 
插入 影响 水 稳 性 状 的 机 理 尚 不 清楚 , 但 可 以 推断 与 外 源 基 因 撕 贝 数 、 外 源 基 因 插 
入 位 点 及 其 与 上 下 游 基 因 编 码 区 的 距离 有 关 。 若 外 源 基因 拷贝 数 较 多 , 插入 在 内 
源 基 因 内 部 或 染色 体 特殊 区 域 ( 如 近 端 粒 区 ) 、 插 入 位 点 与 上 下 游 的 基因 编码 区 
或 ncRNA 编 码 区 的 距离 太 近 , 则 外 源 基因 的 插入 极 有 可 能 导致 水 稳 原 有 性 状 发 生 
改变 。 单 拷贝 转基因 水 稻 BPL9K-2 的 外 源 基因 插入 在 水 稻 第 10 号 染色 体 非 编码 
区 ， 上 距离 插入 位 点 上 游 最 近 的 基因 编码 区 170 bp， 上 距离 插入 位 点 下 游 最 近 的 是 一 
个 ncRNA 编 码 区 有 977 bp。 就 分 子 水 平 而 言 ， 外 源 片 段 整 合 对 原 有 基因 组 的 改变 
较 小 ， 也 未 破坏 原 有 基因 结构 ， 因 而 对 原 有 基因 的 表达 产生 的 影响 很 小 ， 具有 实 
际 应 用 价值 。 农艺 性 状 方面 的 考察 也 验证 了 这 一 结论 ， 相 对 于 对 照 9K19-5， 除 播 
始 历 期 和 生育 期 稍 有 延长 以 外 ,转基因 水 稳 BPL9K-2 的 株 高 、 穗 长 、 单 株 有 效 分 
葛 数 、 结 实 率 、 寺 粒 重 和 单 株 产量 等 均 未 发 生 显 著 改 变 。 
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